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ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
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IKK I kappa B kinase 
IL interleukin 
IκB 
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B-cells inhibitor 
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LPS lipopolysaccharide 
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RT reverse transcription 
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SIRT1 sirtuin 1 
STAT signal transducer and activator of transcription  
TAB TAK1-binding protein 
TAK1 Transforming growth factor beta-activated kinase 1 
TLR toll-like receptor 
TNF-α tumor necrosis factor-α 
TPA 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate 
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TSA trichostatin A 
TSLP thymic stromal lymphopoietin 
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1. 序論 
アトピー性皮膚炎(AD)は強い掻痒を伴うアレルギー炎症性皮膚疾患であり、小
児において 10-20%、成人では 1-3%が罹患していると言われている。最近では、AD
は内因性と外因性 AD に分類される (1)。内因性 AD は AD の 20%ほどであり、IgE
レベルの増加はみられず、汗中の金属イオンなどにより誘発される。一方、外因性
AD は IgE が高値になり、外来の抗原に対する IgE を介したアレルギー応答や好酸球
の浸潤により引き起こされる。このような IgE の産生や好酸球の浸潤を誘導する免
疫応答は、ウイルス感染等に対抗する細胞性免疫 (Th1 型免疫応答) に対して Th2
型の免疫応答と呼ばれ、AD は Th1/Th2 バランスが Th2 優位に傾いた疾患として分
類される。 
外因性 AD では、一般に、filaggrin 遺伝子の異常 (2) やセラミドの合成の低下 
(3) により、病変部は乾燥し、角質異常がおこり、皮膚のバリア機能が低下する。こ
れらの結果として、環境変化、病原や物理刺激などに対する皮膚の感受性が亢進
し、外来抗原や微生物の侵入も容易になる。さらに、自然免疫学的には、アトピー
性皮膚炎の表皮では内因性の抗菌ペプチドの産生が低下し、黄色ブドウ球菌などの
微生物が生着しやすくなることが示されている (4)。また、表皮の抗原提示細胞であ
るランゲルハンス (LCs) 細胞も、アトピー性皮膚炎 (AD) の、特に苔癬化病変部で
活性化していることが分かってきた (5)。このように AD の発症、進展には上皮組織
での免疫制御機構が重要な役割を果たしている。また、上皮組織は環境中の化学物
質と最初に接する組織であることから、様々な化学物質がアトピー性皮膚炎の増悪
化に関与していると考えられている。 
TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) は主に上皮ケラチノサイトから産生され
る interleukin (IL)-7 様サイトカインである。TSLP は LCs 細胞や単球などの抗原提示
細胞に作用し、thymus and activation-regulated chemokine (TARC, CCL17) や
macrophage-derived chemokine (MDC, CCL22) の産生を促進する (6) ことで、そ
れらの受容体 CCR4 を発現する Th2 型の T 細胞を選択的に皮膚に引き寄せる。ま
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た、TSLP は未成熟樹状細胞を成熟樹状細胞へと分化させ、細胞表面に OX40 リガ
ンドや CD80/CD86 を発現させる。この成熟樹状細胞はリンパ節内において、ナイ
ーブ T 細胞を Th2 型の T 細胞に分化させる。さらにこの T 細胞は上述のように炎症
部位に浸潤し、IL-4、IL-5、IL-13、tumor necrosis factor α (TNF-α)などの Th2 サイ
トカインを産生してアレルギー炎症を誘発する (7)。皮膚ケラチノサイトが TSLP を
過剰発現するトランスジェニックマウスはアトピー性皮膚炎様の病変を引き起こす
ことや (8)、TSLP receptor 欠損マウスから得た CD4+T 細胞を野生型マウスに移植
した場合、抗原による IL-4 や IL-13 の産生が低下し、皮膚の炎症が誘導されないこ
とが報告されている (9)。これらのことから、TSLP は AD の発症、持続、悪化など
に大きな役割を果たすと認識されている (Fig. 1)。 
TSLP の発現機構には、未だ不明な点が多いが、少なくとも nuclear factor-κB 
(NF-κB) 及び mitogen-activated protein kinase (MAPK) が関与していることが報告
されている (10,11)。TNF-α や IL-1β などの炎症性サイトカインの刺激や toll-like 
receptor (TLR) の活性化は NF-κB 経路を介し、TSLP の産生を誘導する。一方で、
MAPK のうち特に、extracellular signal-related kinase 1/2 (ERK1/2) の活性化も
TSLP 発現に寄与することが示唆されている (11,12)。 
身近な環境中に、タバコの煙は健康被害の原因となる有害物質として注目され
ている。タバコの煙には 4700 を超える化合物が含まれており、健康を損害する成分
が現在分かっているだけで 200 種類以上もある。これらがタバコの煙による毒性お
よびアレルゲン性の発現に関与する。これらはまた、AD の発症、増悪化する原因の
一つとして考えられている (13,14)。一方で、高感受性個体群 (家族等)において、
幼少期 (<13 歳)から青年期 (13-32 歳)の間に、受動喫煙や喫煙によりタバコの煙に
暴露されると、アレルギー疾患の発症率がそれぞれオッズ比 0.55 (P<0.009), 0.18 
(P<0.001)と減少することも報告されている (15,16)。ニコチンはタバコ煙中の含有
量が多く、アルカロイドとして血管を収縮することや神経系を作動することなど生
体機能に強く影響を与える主要な化合物である (17)。近年、ニコチンは様々な細胞
に作用して IL (18,19) や TNF-α (20,21)、high-mobility group box-1 (22) 等の炎症
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性サイトカインの分泌を抑制することや (23)、潰瘍性大腸炎や肥満等の炎症性疾患
において抗炎症作用を発現することが明らかになってきた (23,24) 。ニコチンの受
容体である nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) は神経細胞以外の細胞にも発
現しており、ニコチンに対する親和性が高い (25-27)。nAChRs は α4 サブユニッ
トと β2 サブユニットの複合体、並びに α7 サブユニットから形成される。ニコチ
ンは、その中でも様々な組織及びマクロファージ、樹状細胞、気道上皮細胞や内皮
細胞などの免疫細胞における α7 nAChRs を活性化して抗炎症作用を示す 
(19,20,23,27) 。また、ニコチンの抗炎症作用機構に関しては多くの報告がある 
(Fig. 2) 。例えば、炎症誘発性の転写因子である NF-κB の活性化を抑制することや 
(20-22)、 Janus kinase 2 (JAK2)-signal transducer and activator of transcription 3 
(STAT3) 経路の活性化を介して tristetraprolin (TTP) の発現を誘導し、messenger 
RNA (mRNA) の分解を促進することが明らかになっている (28,29)。さらに、
nAChRs 刺激による phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 経路及び AMP-activated 
protein kinase (AMPK) 経路の活性化は NF-κB の活性化を阻害し、結果として様々
なサイトカイン産生を減少させる (23,30,31)。また、ヒト由来ケラチノサイト株
HaCaT 細胞において、AMPK は PPARβ/δ アゴニストにより活性化され、histone 
deacetylase (HDAC)である Sirtuin 1 (Sirt 1) の産生を増加させ、さらに NF-κB p65
サブユニットのアセチル化を低下させることで、TSLP の発現を抑制する (32)。ま
た、ニコチンは α7 nAChR-PI3K の経路を介して、PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor) β/δ の産生を誘導する作用があり、さらに LPS と共刺激した場合
には Sirt1 の産生を誘導することが報告されている (33,34)。このようにニコチンは
α7 nAChRs を介して様々な機序によりサイトカイン産生を抑制することが報告され
ているが、AD の発症に特に大きく関与する皮膚を構成する主要な細胞である表皮ケ
ラチノサイトにおいて、ニコチンが TSLP 産生に及ぼす影響、及びその作用機序に
ついてはいまだ十分には明らかにされていない。 
ニコチンには炎症応答を抑制する作用だけでなく、免疫応答に対して影響を及
ぼす作用もある。腸管粘膜において、ニコチンの刺激により T-bet/GATA-3 の割合が
増大することで、Th1/Th2 バランスを Th1 優位に変化させることが示唆されている
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(35)。そのため、タバコ煙が皮膚表面の水分や汗に溶解し、ニコチンが皮膚から吸
収されることで、皮膚における Th1/Th2 バランスに影響を及ぼす可能性が考えられ
る。そこで、私は Th1/Th2 バランスに大きく寄与する TSLP に着目し、cigarette 
smoke extract (CSE) およびニコチンが上皮細胞に作用したときに TSLP 産生に及
ぼす影響について検討を行った。本研究では CSE 及びニコチンが 単独では皮膚組
織からの TSLP 産生を誘導せず、逆に TPA により誘導された TSLP 産生を抑制す
ることを明らかにし、さらにその作用機構についても解析した。 
Figure 1. Role of TSLP in atopic dermatitis. 
Figure 2. Molecular mechanisms of anti-inflammatory action of nicotine based 
on previous studies. 
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2. 実験材料 
2-1. 細胞 
PAM212 細胞(BALB/c mouse-derived keratinocyte line) 
Dr. Stuart H Yuspa (NIH/NCI, USA) より供与 
2-2. 実験動物 
BALB/cCrSlc (SPF, male 4-6 week, body weight 20-24 g) は日本エスエルシー
株式会社より購入した。4 週齢の雄性 BALB/c マウスを SPF 環境下、24 時間の明暗
周期にて飼育した。なお、実験動物の取り扱いは、「国立大学法人東北大学のおけ
る実験動物等に関する規定」に基づき、環境安全委員会に承認を受けた（課題名：
免疫・炎症生疾患（皮膚アレルギー）の発症・増悪化機構の解析（承認番号 2012
薬動-9) 後に行った。 
2-3. 試薬 
2,2-Dimethoxypropane Sigma-Aldrich Co. 
2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (Tris) 和光純薬工業株式会社 
2-nonanone 和光純薬工業株式会社 
2-Propanol 和光純薬工業株式会社 
ABC substrate kit for peroxidase VECTOR 
Acetic acid 和光純薬工業株式会社 
Acetone 和光純薬工業株式会社 
Acrylamide 和光純薬工業株式会社 
Ammonium persulfate (APS) 和光純薬工業株式会社 
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories.Inc. 
Block Ace 雪印乳業株式会社 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich Co. 
Bovine serum albumin, low endotoxin, fatty acid 
free (BSA) 
Sigma-Aldrich Co. 
Bromophenol blue 和光純薬工業株式会社 
Calf serum (CS) ICN Biomedicals 
Catechol 和光純薬工業株式会社 
Chloroform  和光純薬工業株式会社 
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Decanoic acid 和光純薬工業株式会社 
Diethy ether 和光純薬工業株式会社 
Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma-Aldrich Co. 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 和光純薬工業株式会社 
Disodium hydrogenphosphate 12-water 
(Na2HPO4) 
和光純薬工業株式会社 
Ethanol 和光純薬工業株式会社 
Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, 
disodium salt, dehydrate (EDTA・2Na) 
同仁化学研究所 
Fetal bovine serum (FBS) Biowest 
Glycine 和光純薬工業株式会社 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid (HEPES) 
同仁化学研究所 
Hydrochloric acid (HCl) 和光純薬工業株式会社 
Leupeptin 和光純薬工業株式会社 
Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2·6H2O) 和光純薬工業株式会社 
Mecamylamine 和光純薬工業株式会社 
Methanol 和光純薬工業株式会社 
Minimum essential medium alpha medium 
(MEMα) 
Invitrogen 
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 和光純薬工業株式会社 
N-acetyl-L-cysteine Sigma-Aldrich Co. 
Penicillin G Potassium Meiji Seika ファルマ株式会社 
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) Sigma-Aldrich Co. 
Phosphoric acid (H3PO4) 和光純薬工業株式会社 
p-Nitrophenyl phosphate (pNPP) 和光純薬工業株式会社 
Polyoxyethylene(20) sorbitanmonolaurate 和光純薬工業株式会社 
Ponceau S Sigma-Aldrich Co. 
Potassium chloride (KCl) 和光純薬工業株式会社 
Potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4) 和光純薬工業株式会社 
PrimeScriptTM master mix TAKARA 
Protease inhibitors cocktail Sigma-Aldrich Co. 
RNAiso Plus タカラバイオ株式会社 
Sodium chloride (NaCl) 和光純薬工業株式会社 
Sodium dodecylsulfate (SDS) 和光純薬工業株式会社 
Sodium fluoride (NaF) 和光純薬工業株式会社 
Sodium Hydrogen Carbonate 和光純薬工業株式会社 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 和光純薬工業株式会社 
Sodium hydroxide (NaOH) 和光純薬工業株式会社 
Sodium orthovanadate (Na3VO4) Sigma-Aldrich Co. 
Sodium sulfate, Anhydrous (Na2SO4) 和光純薬工業株式会社 
streptomycin sulfate Meiji Seika ファルマ株式会社 
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SYBR premix Ex Taq II TAKARA 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 和光純薬工業株式会社 
Triton X-100 Invitrogen 
Trypsin Invitrogen 
Tween 20 和光純薬工業株式会社 
Tyazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) Sigma-Aldrich Co. 
 
2-4. 薬物 
methyllycaconitine (MLA) Abcam Biochemicals® 
α-bungarotoxin (α-BTX) Abcam Biochemicals® 
LY 294002 Cell Signaling Technology Inc. 
wortmannin Cell Signaling Technology Inc. 
recombinant mouse tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α) 
PeproTech, Inc. 
12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) Sigma-Aldrich Co. 
apicidin Sigma-Aldrich Co. 
GSK3787 Sigma-Aldrich Co. 
GW501516 Sigma-Aldrich Co. 
metformin hydrochloride Sigma-Aldrich Co. 
PNU 282987 Sigma-Aldrich Co. 
Z-Leu-Leu-Leu-CHO (MG132) Sigma-Aldrich Co. 
(-)-Nicotine 和光純薬工業株式会社 
actinomycin D (AcD) 和光純薬工業株式会社 
compound C (dorsomorphin) 和光純薬工業株式会社 
lipopolysaccharide (LPS) 和光純薬工業株式会社 
NSC 74859 和光純薬工業株式会社 
trichostatin A 和光純薬工業株式会社 
 
2-5. プライマー 
mGAPDH  
Forward 5  ´-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3  ´  
Reverse 5  ´-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3  ´  
  
mTSLP  
Forward 5 -´AGCTTGTCTCCTGAAAATCGAG-3  ´
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Reverse 5 -´AGGTTTGATTCAGGCAGATGTT-3  ´
  
mCarnitine Palmitoyltransferase 2 (Cpt2) 
Forward 5 -´CTGCTCGCTCAGGATAAACAGAA-3  ´
Reverse 5 -´GGATTGAATGCCATGAATGGA-3  ´
  
mCarnitine Palmitoyltransferase 1B (Cpt1b) 
Forward 5 -´AGAGGCACGTCAGACCTTCTT-3  ´
Reverse 5 -´CATCGTCAGGGTTGTAGCAA-3  ´
  
mTristetraprolin (TTP)  
Forward 5 -´GAGCTCTGTCGGACCTACTCAG-3  ´
Reverse 5 -´GGAGGTAGAACTTGTGGCAGAG-3  ´
  
mAngiopoietin-like 4 (ANGPTL4) 
Forward 5 -´TTCTCGCCTACCAGAGAAGTTGGG-3  ´
Reverse 5 -´CATCCACAGCACCTACAACAGCAC-3  ´
  
mSirtuin 1 (SIRT1)  
Forward 5 -´GTAAGCGGCTTGAGGG-3  ´
Reverse 5 -´TTCGGGCCTCTCCGTA-3  ´
  
mIκBα  
Forward 5 -´TGGCCTTCCTCAACTTCCAG-3  ´
Reverse 5 -´TCTCGGAGCTCAGGATCACA-3  ´
  
mIκBβ  
Forward 5 -´AGTGAGGACCACCATCCTT-3  ´
Reverse 5 -´TTAGGGCTAGGCACACAGG-3  ´
  
mIκBδ  
Forward 5 -´CCTTCTGTCTTCCCACACACA-3  ´
Reverse 5 -´AATGAGTATGGCCTGGCTCTG 
  
mPerilipin 2 (PLIN2)  
Forward 5 -´GACCTCTGCGGCCATGAC-3  ´
Reverse 5 -´GTATTGGCAACCGCAATTTGT-3  ´
  
mBRF-1  
Forward 5 -´ACCTCTCCACCCCATCTCTT-3  ´
Reverse 5 -´GCGTGGTTAAGTGGGCTATG-3  ´
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2-6. 抗体 
Actin (I-19) sc-1616 SANTA CRUZ 
Akt #9272 Cell Signaling Technology 
Phospho-Akt (Ser473) #9271 Cell Signaling Technology 
AMPKα #2532 Cell Signaling Technology 
Phospho-AMPKα (Thr172) (40H9) #2535 Cell Signaling Technology 
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) 
#9101 Cell Signaling Technology 
p44/42 MAPK (Erk1/2) #9102 Cell Signaling Technology 
NFκB p65 (C-20) sc-372 SANTA CRUZ 
phospho-IκB-α (Ser 32) #9241 New England BioLabs Inc. 
IκB-α #9242 Cell Signaling Technology 
Phospho-IKKα/β (Ser176/180) (16A6) #2697 Cell Signaling Technology 
IKKα/β (H-470) sc-7607 SANTA CRUZ 
αtubulin (B-7) sc-5286 SANTA CRUZ 
Lamin B (C-20) sc-6216 SANTA CRUZ 
Acetyl-NF-kappaB p65 (K310) #3045 Cell Signaling Technology 
 
2-7. キット 
Mouse TSLP DuoSet R&D Systems,Inc. 
PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) タカラバイオ株式会社 
SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RnaseH Plus) タカラバイオ株式会社 
Western Lightning Plus-ECL PerkinElmer 
Nuclear Extract Kit Active Motif Corp 
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3. 試薬調製 
3-1. 細胞培養関連試薬の調製 
・MEMα (pH 7.0)  
MEMα 5.085 g 
NaHCO3 1.1 g 
Penicillin G potassium 9 mg 
Streptomycin sulfate 25 mg 
MilliQ water 500 mL 
HCl を用いて pH 7.0 に調整後、pore size 0.22 μm の membrane filter 
(Millipore) で濾過滅菌した。 
 
・FBS および CS 
56°C で 30 分非働化処理を行った後、1000 × g で 20 分遠心し、その上清を用
いた。 
・10 × Phosphate-buffered saline (10 × PBS) 
 
NaCl 40 g 
Na2HPO4・12H2O 14.5 g 
KH2PO4 1 g 
KCl 1 g 
MilliQ water 500 mL 
調製後、121°C で 15 分間、高圧蒸気滅菌処理した。 
・1 × PBS 
 10 × PBS を MilliQ water で 10 倍希釈し、再度 121°C で 15 分間、高圧蒸
気滅菌した後に使用した。 
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・2% EDTA (pH 7.4) 
 
 
EDTA・2Na・2H2O 2 g 
MilliQ water 100 mL 
NaOH を用いて pH 7.4 に調整後、121°C で 15 分間、高圧蒸気滅菌処理し
た。 
 
・0.25% Trypsin, 0.02% EDTA   
2.5% Trypsin 5 mL 
2% EDTA (pH 7.4) 0.5 mL 
PBS 50 mL 
  
・0.5% MTT (10 × MTT)  
MTT 0.1 g 
PBS 20 mL 
調製後、pore size 0.22 μm の membrane filter (Millipore) で濾過滅菌した。使
用時には、medium で 10 倍希釈して用いた。 
 
3-2. Real-time polymerase chain reaction (PCR) 法関連試薬の調製 
・75% Ethanol  
Ethanol 37.5 mL 
DEPC-treated water 15 mL 
1 M Tris (pH 8.0)  
Tris 6.06 g 
i.e.water に溶かし HCl で pH 8.0 に調整後、50 mL にメスアップし
た。 
  
・0.5 M EDTA (pH 8.0)  
EDTA·2Na·2H2O 9.31 g 
i.e.water に溶かし HCl で pH 8.0 に調整後、50 mL にメスアップし
た。 
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・100 mM Tris, 10 mM EDTA (10×TE, pH 8.0)  
1 M Tris (pH 8.0) 10 mL 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 mL 
i.e. water 88 mL 
調整後、121℃で 15 分間、高圧蒸気滅菌した。i.e. water で 10 倍希
釈後に使用した。 
  
・PCR 反応溶液(1sample)  
SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus) 5 vol 
PCR Forward Primer (100 μM) 0.1 vol 
PCR Reverse Primer (100 μM) 0.1 vol 
MilliQ water 3.8 vol 
Total 9 vol 
1 サンプル当たり 9 μL 使用  
 
3-3. 電気泳動用試薬の調製 
・Lysis buffer pH7.3  
HEPES 2.383 g 
EDTA·2Na 0.186 g 
Triton X-100 5 mL 
Glycerol 50 mL 
MilliQ 500 mL 
  
・30% Acrylamide stock solution  
Acrylamide 29.2 g 
BIS 0.8 g 
MilliQ 100  mL 
  
・分離ゲル用 buffer  
Tris 90.86 g 
SDS 2 g 
pH8.8 に調製した後、500 mL にする 
  
・濃縮ゲル用 buffer  
Tris 30.3 g 
SDS 2 g 
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pH6.8 に調製した後、500 mL にする 
  
・10×Running buffer  
Tris 30 g 
Glycine 142.5 g 
SDS 10 g 
MilliQ 1 L 
  
Transfer buffer 
・5×Transfer buffer 保存液 
Tris 15.14 g 
Glycine 72.07 g 
  
  
・1×Transfer buffer(4℃で保存) 
5× transfer buffer 500 mL 
MilliQ 1500 mL 
methanol 500 mL 
 2 L 
  
・10×TTBS (pH 7.5) 
Tris 145.4 g 
NaCl 525.9 g 
MilliQ ≤2.6 L 
HCl で pH7.5 に合わせた後、3 L にする。さらに Tween20 30 mL を
加える 
  
・5×Sample buffer  
濃縮ゲル用 buffer 7.8 mL 
2-ME 5.0 mL 
SDS 3.0 g 
Glycerol 10.0 mL 
Bromophenol Blue 1.5 mg 
  
・Lysis buffer (pH 7.3)  
HEPES 2.383 g 
EDTA·2Na 0.186 g 
TritonX-100 5 mL 
Glycerol 50 mL 
MilliQ 500 mL 
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使用時に以下の試薬を上記 1 mL 当たりに加える。 
NaF 50 μL 
p-NPP 10 μL 
PMSF 10 μL 
Na3VO4 10 μL 
Leupeptin 2 μL 
 
3-4. Western blot 法関連試薬の調製 
・25 × Wash buffer (pH 7.4)  
NaCl 100 g 
Na2HPO4・12H2O 36.25 g 
KH2PO4 2.5 g 
KCl 2.5 g 
Polyoxyethylene (20) sorbitanmonolaurate 6.25 mL 
MilliQ water 500 mL 
 
NaOH を用いて pH 7.4 に調整した。i.e. water で 25 倍希釈後に使
用した。 
  
・1 M H3PO4  
H3PO4 30 mL 
MilliQ water 470 mL 
 500 mL 
 
3-5. 細胞の核タンパク質抽出関連試薬 
・PBS/phosphatase inhibitors  
10×PBS 0.8 mL 
MilliQ 6.8 mL 
Phosphatase inhibitors 0.4 mL 
 8.0 mL 
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・1×Hypotonic Buffer  
10×Hypotonic Buffer 50.0 μL 
MilliQ 450.0 μL 
 500.0 μL 
  
・Complete Lysis Buffer  
10mM DTT 5.0 μL 
Lysis Buffer 44.5 μL 
Protease inhibitor cocktail 0.5 μL 
 50.0 μL 
 
3-6. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 関連試薬の調製 
・25 × Wash buffer (pH 7.4)  
NaCl 100 g 
Na2HPO4・12H2O 36.25 g 
KH2PO4 2.5 g 
KCl 2.5 g 
Polyoxyethylene (20) sorbitanmonolaurate 6.25 mL 
MilliQ water 500 mL 
NaOH を用いて pH 7.4 に調整した。i.e. water で 25 倍希釈後に使
用した。 
  
・1 M H3PO4  
H3PO4 30 mL 
MilliQ water 470 mL 
 500 mL 
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4. 実験方法 
4-1. CSE (cigarette smoke extract)の調製 
4-1-1. 細胞への刺激のための CSE 調製 
タバコ(hi-lite, 日本たばこ産業株式会社)はコネクターを通して 50 mL のシリン
ジと繋がる装置を用いた。予め滅菌したシリンジに 5 mL の溶媒 (MEMα) を入れ、
約 10 秒間の内に燃えていたタバコの煙を 50 mL 吸い取り、シリンジの先を閉め
て、1 分間でボルテックスによって溶解させた。その溶液を 100%の CSE とし、
pore size 0.22 μm の membrane filter (Millipore) で濾過滅菌後、保存せず、直ちに細
胞刺激に使用した。なお、10% CSE にはおよそ 200 μM のニコチンが含まれること
を、吸光度法で確認した。 
4-1-2. マウスへの刺激のための CSE 調製 
マウスの耳介に塗布するとき、4-1-1.に記した方法と同じように 1 mL の溶媒に
タバコの煙を 50 mL 溶解させた。CSE (250％) の濃度がタバコ煙と溶媒の体積比率 
(v/v)で表示した。 
 
4-2. マウス実験 
4-2-1. 化学物質の耳介皮膚への塗布 
エーテル吸入麻酔下、耳介皮膚に CSE、TPA 溶液などの化学物質を塗布するこ
とにより、刺激を行った。耳介への塗布方法としては、20 μL pipette man を用い、
10 μL ずつ表裏に滴下し、むらがないようにチップで塗って 1 分間ほど乾かした。 
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4-2-2. 耳介浮腫の計測 
エーテル吸入麻酔下、刺激物質を塗布した後、一定時間後の耳の厚みをゲージ 
(Dial thickness GAUGE G, PECOC) を用いて測定した。 
4-2-3. 耳介皮膚の採取及び重さ測定 
ジエチルエーテルあるいはイソフルラン麻酔下において、頚動脈切断し、脱血
死させた。耳介皮膚組織を直径 8 mm のパンチで一定面積を打ち抜き、耳介皮膚組
織を電子天秤にて重量を測定した。 
4-3. 細胞の培養及び薬物処理 
4-3-1. PAM212 細胞の継代 
PAM212 細胞を 10％FBS 含有 MEMα に懸濁して、100 mm 培養ディッシュ
(Becton, Dickinson)に播種し、37℃、飽湿、5％CO2 存在下で培養した。細胞がディ
ッシュを約 80-90％占めるまで増殖したところで培養上清を除き、PBS で細胞を 2
回洗浄した。すぐに、1 mL の 0.25％ trypsin、0.02％EDTA 含有 PBS をディッシュ
に加え、37℃、5％CO2 存在下で約 3 分間インキュベートして細胞を浮遊させた。
直ちにディッシュ内の細胞浮遊液を 1 mL の CS を入れた遠沈管に回収した。さら
に、8 mL の PBS でディッシュを洗いこみ、それを同じ遠沈管に回収した。得られ
た細胞浮遊液を 300 ×g で 3 分間遠心した後、その上清を除き、得られた細胞を
MEMα に再懸濁した。その適量を新しい 100 mm 培養ディッシュに播種し、1 mL の
FBS 及び全量が 10 mL になるように MEMα を加えて 37℃、飽湿、5％CO2 存在下
で培養した。 
4-3-2. プレートへの細胞の播種 
4-3-1 に記した方法で得られた細胞浮遊液中の細胞数を、血球計算盤を用いて算
定し、1×105となるように 10％FBS 含有 MEMα で細胞浮遊液を希釈した。これを、
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6-well plate (Becton, Dickinson) の各 well に 2 mL、12-well plate (Becton, 
Dickinson) の各 well に 1 mL、24-well plate (Becton, Dickinson) の各 well に 0.5 mL
播種し、37℃、飽湿、5％CO2存在下で 24 時間培養した。 
4-3-3. 細胞の薬物処置 
4-3-2 に記した方法で培養した細胞を、37℃に温めた PBS で 2 回洗浄した後、
種々薬物あるいは刺激薬を含む 10％FBS 含有 MEMα 中で一定の時間刺激した。細
胞培養液上清をサンプルとして回収し、－20℃で保存し、サイトカイン量の測定に
用いた。 
4-3-4. MTT assay 
4-2-2 に記した方法で刺激した細胞の培養上清を除いた後、10× MTT 溶液を
10%FBS 含有メディウムで 10 倍希釈した溶液を加えて、37℃、5%CO2存在下で 2
時間培養した。その後、培養上清を取り除き、培養上清と等量の DMSO を加えてよ
く混ぜて、細胞内のホルマザン色素を溶解し、その溶液を 96-well plate  (住友ベー
クライト株式会社) に 100 μL 移し、直ちに microplate reader (iMark, Bio-Rad) を用
いて 570 nm における吸光度を測定し、細胞のバイアビリティはコントロール群と
の相対パーセンテージを算出した。 
4-4. Real-time PCR 法 
4-4-1. Total RNA の抽出 
12-well plate に播種し一定の時間処置した細胞を氷冷した PBS で 2 回洗浄した
後、500 μL の RNAiso Plus を well に加えなじませ、細胞溶解液を 1.5 mL tube に
回収し、室温で 5 分間静置した。CHCl3 を 100 μL 加えよく攪拌した後、12,000×g 
で 4℃、15 分間遠心し、上層を新たな 1.5 mL tube に回収した。2-propanol を 500 
μL 加え、室温で 10 分間静置した後、12,000×g で 4℃、10 分間遠心した上清を除
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いた。75％ EtOH を 500 μL 加え、7,500×g で 4℃、10 分間遠心し、沈殿を残して
上清を除いた。約 30 分間乾燥させ、1×DEPC water を 40 μL 加え沈殿を溶解させ
た。得られた total RNA は－80℃で保存した。 
4-4-2. Reverse Transcription (RT) 
本操作は PrimeScript® RT Master Mix (perfect Real Time) を用いて付属のプロ
トコールに準じて行った。4-3-1 で抽出した total RNA 溶解の濃度を NanoDrop® 
Spectrophotometer ND-2000 (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定した。500 ng
に相当する total RNA 溶液を PCR tube (ワトソン株式会社) にとり、RNase Free 
dH2O を加えて全量を 80 μL とした。スピンダウン後、PCR Thermal Cycler Dice® 
Gradient (タカラバイオ株式会社) を用いて RT 反応を行った。得られた cDNA 溶液
は DEPC water で 20 倍希釈した後－20℃で保存した。RT 反応条件は以下の通りで
ある。 
37℃ 85℃ 4℃ 
         
15 min 5 sec ∞ 
4-4-3. Real-Time PCR 
 本操作は SYBR® Premix EX TaqTM (Tli RnaseH plus), Bulk を用いて付属のプ
ロトコールに準じて行った。はじめに PCR 反応液を調製し、PCR tube (日本ジェネ
ティクス株式会社) に 9 μL ずつ分注した。そこに、4-3-2 で得られた cDNA 溶液を
1 μL 加え、スピンダウン後、Thermal Cycler DiceTM Real Time System (タカラバイ
オ株式会社) を用いて PCR 反応を行った。PCR 反応条件は以下の通りである。 
Hold 2 Step PCR Dissociation 
      
95℃ 95℃ 60℃ 95℃ 60℃ 95℃ 
            
3 min 5 sec 60 sec 15 sec 30 sec 15 sec 
  40 cycles       
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4-4-4. 解析 
 各サンプルの threshold cycle (Ct) 値は 2nd derivative maximum 法により算出
し、相対的検量線を作成して各遺伝子の PCR 増幅効率が 100％に近いことを確認し
た後、ΔΔCt 法により RNA 相対量に換算した。 
4-5. Western blot 法 
4-5-1. Total cell lysate の調製 
以下の操作は氷上で行った。6-well plate に播種し一定の時間処置した細胞を
4℃の PBS で 2 回洗浄した後 Lysis Buffer を 150 μL 加え、セルスクレーパーで細胞
を剥がし、1.5 mL tube に回収した(必要に応じてソニケーションを行った)。
15,000×g で 10 分間遠心し 100 μL の上清を新たな tube に回収した。そこに
5×Sample Buffer を 25 μL 加え、95℃で 5 分間熱処理したサンプルを－20℃で保存
した。 
4-5-2. Bradford 法によるタンパク濃度の決定 
Bradford reagent を必要量とり i.e. water で 5 倍希釈し、濾紙 (GE ヘルスケア 
バイオサイエンス株式会社) で濾過した。また、4-3-1 で得られた細胞サンプルも
i.e. water で一定の倍率で希釈した。10 μL の各種濃度 standard BSA 溶液及び希釈
した細胞サンプルを 96-well plate に加えた後、さらに各 well に 200 μL の 5 倍希釈
Bradford reagent を加えた。595 nm における吸光度を microplate reader により測
定し、細胞サンプルのタンパク濃度を決定した。 
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4-5-3. Western Blot 
4-5-1.で得られたサンプルを一定の濃度の polyacrylamide gel に 15 μL ずつアプ
ライし、120V の定電圧で約 100 分間電気泳動を行った。泳動終了後、ゲルを
transfer buffer に浸して洗浄し、セミドライ型 blotting 装置 (Bio-Rad) を用いてゲル
一枚当たり 150 mA の定電流で 1 時間ニトロセルロース膜 (NC 膜)、または PVDF
膜に blotting した。PVDF 膜はまずメタノールに約 10 分間浸し、さらに transfer 
buffer に浸してから blotting に用いた。Blotting 終了後に膜を Block Ace に 1 時間以
上浸してブロッキングを行った後、TTBS で洗浄し、１次抗体に浸して 4℃、over 
night で反応させた。反応終了後、TTBS で 5 分間ずつ 6 回洗浄し、2 次抗体として
HRP 標識抗体あるいは Biotin 化抗体を用いて、4℃で 3-6 時間浸し反応させた。反
応終了後、TTBS で 5 分間ずつ 6 回洗浄した。2 次抗体として HRP 標識抗体を用い
た場合は、Western Lightning® Plus-ECL で発光させライトキャプチャーAE-6960 型
(アトー株式会社)で検出した。2 次抗体として Biotin 化抗体を用いた場合には、さら
に ABC-HRP 溶液に浸して常温で 1 時間振とうし、TTBS で 5 分間ずつ 6 回洗浄し
た後、同様に化学発光を検出した。 
4-6. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法 
4-6-1. 皮膚組織サンプル調製 
マウスサンプル調製の方法は (36) の方法を参考にして行った。4-2-3 に記した
方法で採取した耳介組織は、重量を測定したのち、Micro SmashTM 用 tube 
(TOMY、TM-625S) に入れ、0.5% Protease inhibitor cocktail を含有する PBS を耳
の重量の 10 倍量(w/v)を加えた。その後、破砕用ビーズ(直径 3 mm) を tube に一つ
ずつ加え 15,000 rpm、60 秒振盪した。15,000 rpm、20 min、4℃遠心し、上清を新
たな 1.5 mL tube に移し、サンプルとした。この操作は解剖したその日のうちに行
い、上清を - 80℃に保存した。 
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4-6-2. Mouse TSLP ELISA 
TSLP の ELISA は Mouse TSLP DuoSet (R&D systems) を用いて行った。測定
を行う前日に PBS を用いて 180 倍希釈して 1.0 μg/mL とした capture antibody を
100 μL/well 入れて一晩室温に置いた。翌日、1×wash buffer を 400 μL/well 入れて洗
浄を 3 回行った後、1%BSA-PBS (reagent diluent) を 300 μL/well 入れてブロッキン
グを行った。室温で 1 時間後、1×wash buffer 前述のように 3 回洗浄した後、サンプ
ルを 100 μL/well 入れた。測定サンプル (皮膚組織サンプルあるいは細胞培養液上
清)は、必要に応じ、reagent diluent で希釈し、ウェルに加えた。検量線サンプル
は、TSLP standard (murine, recombinant, PEPRO TECH) を 0.5 mL の reagent 
diluent に溶かして 80 μg/mL とし、10 μL ずつストック) を regent diluent で 80 倍
希釈して、最高濃度を 1,000 pg/mL とし、さらに希釈系列を作製後、同様にウェル
に加えた。室温で 2 時間後、1×wash buffer を 400 μL/well 入れて洗浄を３回行っ
た。Reagent diluent を用いて 180 倍希釈して 200 ng/mL とした detection antibody
を 100 μL/well 入れた。室温で 2 時間後、1×wash buffer で 3 回洗浄し、reagent 
diluent で 200 倍希釈した streptavidin-HRP を 100 μL/well 入れた。遮光下室温で 20
分後、1×wash buffer 400 μL で 3 回洗浄した後、peroxidase substrate solution B と
TMB peroxidase substrate を同量ずつ混合した溶液を 100 μL/well 入れた。遮光下室
温で 20 分後、stop solution である 1M H3PO4を 50 μL/well 入れて、5 秒間軽くミッ
クスし、microplate reader を用いて主波長 450 nm、副波長 570 nm の吸光度を測定
しその差を算出した。両対数グラフの縦軸に TSLP 濃度、横軸に吸光度をプロット
し、累乗近似による標準曲線式からサンプル中 TSLP 濃度を算出した。なお、本
ELISA kit の検出限界は 4 pg/mL である。 
4-7. 統計処理 
2 群間の有意差検定は Student’s t-test で行い、3 群間以上は Bonferroni/ Dunnett 
post hoc test で行った。 
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5. 実験結果 
5-1. TSLP 産生に対する CSE およびニコチンの作用 
5-1-1. TPA 刺激による TSLP 産生の経時的変化 
BALB/c マウスケラチノサイト由来の PAM212 細胞株を用い、TPA 刺激による
TSLP mRNA 発現量を RT-PCR 法により、またタンパクレベルの変化を ELISA 法に
より測定した。30 nM の TPA で刺激した場合、TSLP mRNA 発現量は 4 時間後に最
大となり(Fig. 1a)、培養液中の TSLP タンパク量は 24 時間後に最大に達した (Fig. 
1b)。 
 
 
Figure 1. Time changes of TSLP in protein and mRNA level in PAM212 cell line. 
PAM212 cells (5×105 cells/mL) were cultured for 24 h in 12-well plate for cell 
lysate and 24-well plate for supernatant collection, then stimulated with TPA (30 nM) 
for indicated time. TSLP mRNA levels (a), and TSLP protein levels in supernatant (b) 
were determined. Data are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. 
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5-1-2. CSE およびニコチンによる TSLP の産生抑制 
TPA 刺激による TSLP 産生に対する CSE とニコチンの作用を検討するため、
CSE あるいはニコチンで１時間処理した後、TPA で 24 時間刺激し、その培養液上
清中の TSLP 濃度を ELISA 法により測定した。その結果、10％ CSE は、単独では
TSLP の産生誘導作用を示さず、TPA 誘導による TSLP 産生に対して抑制作用を示
した (Fig. 2a)。また、2-200 μM のニコチンで 1 時間前処置した後、TPA 誘導した
場合、TSLP 産生はニコチン濃度依存的に抑制された (Fig. 2b)。 
 
Figure 2. Effects of CSE and nicotine on TPA-induced expression of TSLP in 
PAM212 cell line. 
PAM212 cells were treated with CSE (10%) (a) or nicotine at the indicated 
concentrations (b) for 1 h before stimulation with TPA (30 nM) (a, b). TSLP levels in 
the culture supernatant collected after 24 h were determined using ELISA. Data are 
shown as the mean ± S.E.M. of four samples. Significance: *p < 0.05, **p < 0.01 vs. 
TPA alone. 
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5-1-3. PAM212 細胞における TNF-α による TSLP 産生および RAW264 細胞における
LPS による TNF-α 発現に対するニコチンの作用 
5-1-2 において TPA 誘導による TSLP 産生はニコチンにより抑制されることを
明らかにしたが、ニコチンのこの作用は TPA 刺激による活性化経路に選択的なもの
かどうかを確認するため、PAM212 を TNF-α で 48 時間刺激した場合の TSLP 産
生、およびマウスマクロファージ細胞株 RAW264 を LPS で 4 時間刺激した場合の
TNF-α mRNA 発現に対する効果を検討した。その結果、PAM212 細胞において、
TNF-α で刺激による TSLP 産生に対してもニコチンは濃度依存的に抑制効果を示し
た (Fig. 3a)。また、RAW264 細胞における、LPS 刺激による TNF-α 発現に対して
も抑制効果を示した (Fig. 3b)。 
 
Figure 3. Effects of nicotine on TNF-α-induced production of TSLP in PAM212 
cells and on LPS-induced expression of TNF-α in RAW264 cells. 
a. PAM212 cells were treated with nicotine (NT) for 1 h before stimulation with 
TNF-α (30 ng/mL). TSLP levels in the culture supernatant collected after 48 h were 
determined using ELISA. b. RAW264 cells were treated with NT for 1 h before 
stimulation with LPS (0.1 μg/mL) for 4 h. TNF-α mRNA levels were determined by 
qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH mRNA and the mean value of 
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control was set to 1.0.  Data are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. 
Significance: **p < 0.01 vs. the corresponding stimulation group. 
5-1-4. TPA 誘発性接触皮膚炎モデルにおける TSLP 産生に対する CSE およびニコチン
の作用 
すでに、マウス耳介塗布モデルにおいて、CSE 単独では TSLP の産生を誘導し
ないこと、CSE またはニコチンを 7 日間塗布したのちに、picryl chloride を塗布した
場合では、picryl chloride 刺激による TSLP が有意に抑制されることを明らかにして
いる(董 修士論文)。そこで、TPA による皮膚炎モデルにおいて、TSLP 産生に対す
る CSE およびニコチンの作用を検討した。CSE あるいはニコチンを両側の耳介に
1 日 1 回、7 日間塗布したのち、同じ部位に TPA 塗布を行った。24 時間後、耳介を
採取し、組織のホモジネート上清中の TSLP を ELISA 法により測定した。その結
果、TPA 塗布により、耳介組織中の TSLP 量は有意に増加し、この増加は CSE およ
びニコチンの前処置により抑制された (Fig. 4a)。また、耳介の肥厚を耳介組織重量
で評価したところ、TPA 刺激により肥厚による組織重量の増加がみられ、これも
CSE およびニコチンにより抑制された (Fig. 4b)。 
 
 
Figure 4. Effects of CSE and nicotine on TSLP production and on edema 
formation in TPA-induced contact dermatitis model. 
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Twenty microliters of CSE (250%) or nicotine (NT, 5 mM) was painted on the 
auricles of BALB/c mice once per day for 7 days, and 20 μL of TPA (20 μg/mL) was 
then smeared on the same region. Auricles were excised at 24 h and TSLP levels in 
the homogenates were determined (a).  Weight alteration of auricles compared to 
initial stage before TPA stimulation was calculated (b).  Data are shown as the 
mean ± S.E.M. of 10 samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone. 
5-2. ニコチンによる TSLP 産生抑制におけるニコチン性アセチルコリン受容
体 (nAChR) の関与 
5-2-1. PAM212 細胞におけるニコチンの抑制作用への α7 nAChR の寄与 
PAM212 細胞に発現している nAChR サブユニットは、microarray analysis の結
果から、α1-α7, α9, α10, β1-β4 であることが予想された (data not shown)。そこ
で、PAM212 細胞において、ニコチンの TSLP 産生抑制作用に関与する nAChR の
サブユニットを調べるため、β サブユニットを含む nAChR を非特異的に抑制する
mecamylamine (MCL) (37)、α7 選択的アンタゴニスト methyllycaconitine (MLA) な
らびに α-bungarotoxin (α-BTX)、および α7 選択的アゴニスト PNU282987 を用い
て解析した。その結果、ニコチンによる TSLP 産生抑制作用は、MLA および α-BTX
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で有意に打ち消されたが (Fig. 5a,b)、MCL では消失しなかった (Fig. 5c)。また、
PNU282987 は TPA による TSLP 産生を濃度依存的に抑制した (Fig. 5d)。 
Figure 5. Involvement of α7 nAChR in inhibitory effects of nicotine on TPA-
induced TSLP production in vitro. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) or α7 nAChR agonist 
(PUN282987, 20-200 μM) (d) for 1 h in the presence or absence of 
methyllycaconitine (MLA, 2 μM) (a), α-bungarotoxin (α-BTX, 10 μM) (b), and 
mecamylamine (MCL, 50 μM) (c), and were then stimulated with TPA (30 nM) for 24 
h. TSLP levels in the culture supernatant were determined. Data are shown as the 
mean ± S.E.M. of four samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone, ##p < 0.01 
vs. TPA + NT group. 
 
5-2-2. TPA 誘発性接触皮膚炎モデルにおけるニコチンの TSLP 産生抑制作用に対する
MLA の効果 
次に、TPA 誘発性接触皮膚炎モデルにおけるニコチンの TSLP 産生抑制作用に
も α7 nAChR が関与しているかどうか明らかにするために、MLA を用いて検討し
た。MLA を腹腔内に注射した 10 分後にニコチンを耳介に塗布し、さらに同部位に
TPA を塗布して刺激し、24 時間後耳介組織のホモジネート上清中の TSLP 及び耳
介重量の変化を測定した。その結果、ニコチンは 1 回塗布した場合でも、TPA によ
る TSLP を有意に抑制し、この抑制作用は MLA の前処置により有意に打ち消された 
(Fig. 6a)。また、耳介の肥厚もニコチン単回処置により低下し、MLA の前処置によ
り、有意ではないものの減弱する傾向が見られた (Fig. 6b)。 
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Figure 6. α7 nAChR played a major role in the nicotinic inhibition of TPA-
induced TSLP production in vivo. 
MLA (5 mg/kg) was intraperitoneally administered 10 min prior to the treatment 
with 20 μL nicotine (5 mM) on the auricles, and mice were then stimulated with 20 μL 
TPA (20 μg/mL) in the same manner. Auricles were excised at 24 h and TSLP levels 
in the homogenates were determined (a).  Weight alteration of auricles compared to 
initial stage before TPA stimulation was calculated (b).  Data are shown as the 
mean ± S.E.M. of 10 samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone, ##p < 0.01 vs. 
the TPA + NT group. 
 
 
5-3. TSLP mRNA レベルならびに安定性に対するニコチンの作用 
5-3-1. PAM212 細胞における TSLP mRNA 発現に対するニコチンの影響 
ニコチンによる TSLP 産生抑制機構を明らかにするために、まず TPA 刺激によ
る TSLP mRNA 発現誘導に対するニコチンの影響を qRT-PCR により解析した。
 30 
 
TPA の刺激による TSLP mRNA は 5-1-1 で示したように４時間をピークに増加する
が、ニコチンは TPA 刺激後 4 時間および 6 時間の TSLP mRNA レベルを有意に低
下させた (Fig. 7)。 
 
 
Figure 7. Effects of nicotine on TSLP mRNA expression in response to TPA in 
PAM212 cells.  
Cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for 1 h before stimulation with TPA 
(30 nM). The total RNA in cell lysate was extracted at 4 and 6 h for RT-PCR. TSLP 
mRNA levels were determined by qRT-PCR and values are normalized to those of 
GAPDH mRNA.  Data are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. 
Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone. 
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5-3-2. TSLP mRNA 分解に対するニコチンの効果 
ニコチンが TSLP mRNA の分解を促進するかどうか明らかにするために、TSLP 
mRNA の減少速度について検討した。ニコチンで前処理した後、TPA で刺激し、
TSLP mRNA レベルが最大となる 4 時間後に、転写阻害薬である actinomycin D 
(AcD) を添加して転写を止め、その後の mRNA レベルの変化を経時的に定量した。
その結果、AcD 添加した時点から後は、TPA 刺激群と比較して、TSLP mRNA の減
少速度はほぼ同様に緩やかに減少し、顕著な分解の促進は認められなかった (Fig. 
8)。 
 
 
Figure 8. Effects of nicotine on degradation of TSLP mRNA  
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for 1 h before stimulation 
with TPA (30 nM), AcD (5 μg/mL) was added at 4 h of TPA stimulation, TSLP mRNA 
levels at the indicated times of TPA stimulation were determined by qRT-PCR and 
values are normalized to those of GAPDH mRNA.  Data are shown as the mean ± 
S.E.M. of four samples. Significance: *p < 0.05; **p < 0.01 vs. TPA stimulation group. 
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5-3-3. ニコチンによる TSLP 産生抑制における JAK2-STAT3-TTP 経路の関与 
α7 nAChR からのシグナルは、炎症部位での TNF-α、macrophage inflammatory 
protein-2 (MIP-2)、cyclooxygenase-2 (COX2)、inducible nitric oxide synthase 
(iNOS)などの炎症性蛋白の発現を抑制すること、その作用機序として、JAK2-
STAT3 系を介した tristetraprolin (TTP) の発現誘導による mRNA の分解促進が報告
されている (29)。そこでこの機序がニコチンによる TSLP 産生抑制作用にも寄与し
ているかどうかを明らかにするために、STAT3 阻害薬である NSC74859 (NSC) の
効果を検討した。また、TTP および同ファミリーに分類される butyrate response 
factors 1 (BRF1) の誘導発現を qRT-PCR により解析した。その結果、NSC (10-100 
μM) は、単独で濃度依存的に TPA による TSLP 産生を抑制した。またニコチンと併
用した場合には NSC 前処置群以上の抑制はみられなかった (Fig. 9a)。一方で、
TPA で 4 時間刺激した場合には TTP mRNA の増加が誘導されたものの、ニコチン
は、TPA の存在に関わらず、TTP と BRF1 の発現を誘導しなかった (Fig. 9b)。これ
らの結果から、ニコチンによる TSLP 産生抑制機序として、TTP の発現誘導による
TSLP mRNA の分解促進作用の寄与は小さいことが示唆された。 
 
 
Figure 9. Involvement of STAT3-TTP pathway in the inhibitory effect of nicotine 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for 1 h in the presence or 
absence of NSC (10-100 μM) (a) and then stimulated with TPA (30 nM). TSLP levels 
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in the culture supernatant collected after 24 h (a), and mRNA after 4 h (d) were 
determined. Data are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. Significance: **p 
< 0.01 vs. the TPA stimulation group; ##p < 0.01 vs. the TPA/NT co-stimulation group. 
 
5-4. ニコチンの NF-κB 活性化抑制作用 
5-4-1. TPA 刺激による NF-κB の核内移行及び ERK1/2 のリン酸化に対するニコチンの
影響 
TSLP mRNA の転写において転写因子 NF-κB の活性化と ERK1/2 経路の活性化
が大きく関与していることが報告されている。そこで、NF-κB p65 分子の核内移行
および ERK1/2 のリン酸化に対するニコチンの効果を western blot 法により検討し
た。TPA 刺激による NF-κB p65 の核内移行および ERK1/2 のリン酸化は、それぞれ
刺激 45 分後、10 分後に最大となる (data not shown) ので、これらの時点で、ニ
コチンの効果を検討した。その結果、ニコチンは p65 核内への移行を部分的に阻害
することが明らかになった (Fig .10a)。一方、ERK のリン酸化は抑制しなかった 
(Fig .10b)。 
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Figure 10. Effects of nicotine on TPA-induced activation of NF-κB and ERK. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM), and then stimulated with 
TPA (30 nM) for 45 min (a) or 10 min (b).  p65 in the nuclear fraction and cytosol 
fraction (a) and phosphorylated ERK levels in the total cell lysate (b) were 
determined by western blotting and analyzed densitometrically. Data represent the 
mean of duplicate samples. 
 
 
 
 
5-4-2. IκB ファミリーの発現に対するニコチンの影響 
 ニコチンが NF-κB の p65 分子の核移行を阻害する１つの機序として、IκB タ
ンパクの誘導発現が考えられる。そこでニコチンが IκB α，IκB β，および IκB δ 発現
に与える効果について qRT-PCR により解析した。その結果、PAM212 細胞では、
IκB β および IκB δ より IκB α が著しく多く発現し、いずれもニコチンにより有意な
増大は認められなかった (Fig. 11a)。また、IκB α タンパクの産生を western blot に
より解析したところ、ニコチン処置 10 分後から 90 分後までいずれの時間において
も、IκB α タンパクレベルの増大が認められなかった (Fig. 11b)。これらの結果か
ら、ニコチンは NF-κB の活性化を抑制するが、その作用機序は IκB α の誘導ではな
く、NF-κB 活性化経路の抑制であることが示唆された。 
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Figure 11. Effects of nicotine on the expression of IκB family. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for the indicated times, 
total RNA were extracted for qRT-PCR determination (a), IκB-α levels and α-tubulin 
were determined by western blotting (b). 
 
 
 
 
 36 
 
5-5. ニコチンによる NF-κB 活性化抑制作用機序 
5-5-1. ニコチンによる TSLP 産生抑制作用における Phosphoinositide 3 kinase の関与 
ニコチンによる NF-κB 活性化抑制作用機序を明らかにするために、α7 nAChR 
刺激によるシグナル伝達経路について解析した。α7 nAChR 活性化による炎症性サ
イトカインの産生抑制作用発現に phosphoinositide 3 kinase (PI3K)が関与している
ことが報告されているため (30,38)、まず、2 種類の PI3K 阻害剤 wortmannin (wort) 
と LY294002 (LY) がニコチンの TSLP 産生抑制作用を打ち消すかどうか解析した。
その結果、wort および LY 単独では TPA による TSLP 産生に対して影響を与えなか
ったが、両薬物はいずれもニコチンによる TSLP 産生抑制を打ち消した (Fig. 
12a,b)。また、ニコチンが PI3K を活性化していることを確認するために、PI3K の
下流にある Akt のリン酸化を解析した。その結果、ニコチンは刺激 10 分後におい
て、Akt のリン酸化を増加させた (Fig. 12c, left)。一方、TPA 自身には Akt リン酸化
を増大する作用は認められなかった (Fig. 12c, right)。これらの結果から、ニコチン
は PI3K を活性化し、この PI3K の活性化が TSLP 産生抑制作用の発現に寄与してい
ることが示唆された。 
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Figure 12. Involvement of PI3K pathway in the inhibitory effect of nicotine on 
TPA-induced TSLP expression. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) in the presence or 
absence of the PI3K inhibitors wortmannin (wort, 200 nM) (a) and LY294002 (LY, 1 
μM) (b), and then stimulated with TPA (30 nM) for 24 h. TSLP protein in culture 
supernatant were determined using ELISA (a and b). Data are shown as the mean ± 
S.E.M. of four samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone, ##p < 0.01 vs. the 
TPA + NT group. PAM212 cells were starved serum for 12 h and then treated with 
NT (200 μM) or TPA (30 nM) for 10 min.  The phosphorylation of Akt and total Akt 
were determined by western blotting (c). 
 
5-5-2. ニコチンによる TSLP 産生抑制作用に対する AMP-activated protein kinase 
(AMPK) の関与 
5-5-2-1. TPA による TSLP 産生に対する AMPK 阻害剤と活性化剤の効果 
ニコチンのサイトカイン産生抑制作用として、脂肪細胞やマクロファージにお
いて、AMPK の活性化が重要な役割を果たすことも報告されている (30,31)。そこ
で、AMPK のニコチンによる TSLP 産生抑制作用に対する影響を検討する目的で、
AMPK の阻害剤である compound C (com. C) 及び、活性化剤である metformin 
(metf)を用いて、TSLP 産生への効果を検討した。com. C (0.03 μM - 1 μM) は TPA
による TSLP 産生を濃度依存的に増加させる傾向を示した。一方、ニコチンによる
TSLP 産生抑制作用は com. C の濃度依存的に消失し、com. C 単独と比べてニコチ
ンによる TSLP 産生の低下は認められなかった (Fig. 13a)。また、metformin (1000 
μM) はニコチンと同様に TPA による TSLP 産生を抑制した (Fig. 13b)。 
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Figure 13. Involvement of AMPK in inhibitory effects of nicotine on TPA-
induced TSLP expression. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) in the presence or 
absence of compound C (com. C, 0.03 - 1 μM) (a) or treated with metformin (Metf, 
10-1000 μM) for 1 h, and then stimulated with TPA (30 nM). TSLP protein levels 
were determined after 24 h incubation. Data are shown as the mean ± S.E.M. of four 
samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone, ##p < 0.01 vs. the TPA + NT group. 
 
5-5-2-2. ニコチンの AMPK 活性化に対する影響 
ニコチンが AMPK を活性化しているかどうかを確認するために、AMPK の活性
化の指標として AMPKα のリン酸化を解析した。その結果、200 μM のニコチン処置
は 10 分から 60 分まで AMPKα のリン酸化を増加させた (Fig. 14)。これらの結果か
ら、ニコチンは AMPK を活性化し、この AMPK の活性化も TSLP 産生抑制作用に
寄与することが示唆された。 
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Figure 14. AMPKα phosphorylation increased in response to NT treatment. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for the indicated times. 
The phosphorylation of AMPKα and total AMPKα levels were determined by western 
blot. Data below represents the mean of duplicate samples. 
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5-5-3. ニコチンによる AMPK 活性化と TSLP 産生抑制における α7 nAChR と PI3K の
寄与 
これまでの結果より、ニコチンによる TSLP 産生抑制作用に α7 nAChR、PI3K
及び AMPK の関与が示唆されたため、次にこれらの関連性を検討した。ニコチン刺
激 10 分後に見られる AMPK のリン酸化の増加は、com. C、wort 及び α-BTX の添
加により抑制された (Fig. 15a)。また、ニコチンの TSLP 産生抑制作用を打ち消す
ことが明らかになった com. C、wort 及び α-BTX は、TSLP mRNA レベルでもニコ
チンの作用を打ち消した (Fig. 15b)。したがって、ニコチンによる AMPK の活性化
には α7 nAChR、および PI3K が関与していることが示唆された。またこれらは
TSLP mRNA の増大を抑制していることが確認された。 
 
Figure 15. The phosphorylation of AMPK related to the activation of α7 nAChR 
and PI3K contributes to the nicotine inhibition on TSLP expression. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) in the presence or 
absence of compound C (com. C, 1 μM), wortmannin (Wort, 200 nM), or α-
bungarotoxin (α-BTX, 10 μM).  The phosphorylation of AMPKα and total AMPKα 
levels were determined by western blot (a), or TSLP mRNA were analysed after 
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stimulation by TPA (30 nM) for 4h (b). Data of western represents the mean of 
duplicate samples, and Data of qRT-PCR are shown as the mean ± S.E.M. of four 
samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA alone, ##p < 0.01 vs. the TPA + NT group. 
5-5-4. TPA による IκBα の分解に対するニコチンの影響 
NF-κB p65 の核内への移行は IκBα の存在により阻害されている。そこで、ニコ
チンが IkBα の分解を抑制するかどうか解析した。TPA で刺激後、10 分〜90 分後に
おいて、IκBα レベルの減少が見られた。この TPA による IkBα の低下に対し、ニコ
チンは抑制作用を示した (Fig. 16)。 
Figure 16. Effect of nicotine on TPA-induced degradation of IκBα. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for 1 h, and then 
stimulated with TPA (30 nM) for the time indicated. IκB-α and α-tubulin levels were 
determined at the indicated times by western blot. Data are shown as the mean ± 
S.E.M. of three samples. Significance: *p < 0.05; **p < 0.01 vs. TPA stimulation 
group. 
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5-5-5. TPA による IκBα リン酸化に対するニコチンの影響と PI3K, AMPK の関与 
IκBα の分解はそのリン酸化により誘導されるため、TPA による IκBα リン酸化
の増加とそれに対するニコチンの作用を検討した。その結果、TPA 刺激した 10 分
後、IκBα のリン酸化が増加し、ニコチンにより部分的に抑制された。このニコチン
の IκBα のリン酸化抑制作用は、AMPK, PI3K, α7 nAChR の各阻害薬の添加により打
ち消された (Fig. 17)。これらの結果から、ニコチンによる NF-κB の活性化抑制作用
として、IκBα のリン酸化抑制作用があることが示唆された。また、ニコチンの IκBα
のリン酸化抑制作用は、TSLP 産生抑制作用と同様に α7 nAChR-PI3K-AMPK により
誘導されるものであることから、TSLP 産生抑制作用機序に大きく寄与していると考
えられる。 
Figure 17. The inhibition of nicotine on TPA-induced phosphorylation of IκBα 
related to the α7 nAChR – PI3K – AMPK. 
PAM212 cells were incubated with the proteasome inhibitor MG132 (10 μM) and 
treated with nicotine (NT, 200 μM) before stimulation with TPA (30 nM) in the 
presence or absence of wort (200 nM), com.C (1 μM) or α-BTX (10 μM). After 10 min 
TPA stimulation, phosphorylation of IκBα and total IκBα levels were determined by 
western blot. Data represents the mean of duplicate samples. 
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5-6. ニコチンによる TSLP 産生抑制作用に対する PPARs の関与 
5-6-1. ニコチンによる TSLP 産生抑制作用への PPARβ/δ の寄与 
ニコチンの NF-κB 活性抑制機序として PPARβ/δ が寄与することも報告されて
いるため、PPARβ/δ のアゴニストである GW501516 (GW)、及びアンタゴニストで
ある GSK3787 (GSK) を用いて、ニコチンによる TSLP 産生抑制について検討し
た。GW 単独を添加した場合、TPA による TSLP 産生を有意に抑制し、ニコチンと
の併用により相加的な抑制作用を示した (Fig. 18a)。一方、GSK は単独で TSLP 産
生に影響を与えず、ニコチンによる TSLP の産生抑制作用を打ち消した (Fig. 
18b)。 
 
 
Figure 18. Effects of PPARβ/δ agonist and antagonist on the inhibitory effects 
of nicotine on TPA-induced TSLP expression. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) in the presence or 
absence of GW501516 (GW, 2 μM) (a) or GSK3787 (GSK, 3 μM) for then stimulated 
with TPA (30 nM). TSLP protein levels were determined after 24 h incubation. Data 
are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. Significance: **p < 0.01 vs. TPA 
alone, ##p < 0.01 vs. the TPA + NT group. 
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5-6-2. PPARβ/δ の誘導発現に対するニコチンの作用 
前項において、ニコチンは PPARβ/δ のアゴニストと併用した場合、TPA によ
る TSLP 産生に相加的な抑制を示し、且つ PPARβ/δ のアンタゴニストはニコチンの
作用を打ち消したことから、ニコチンが PPARβ/δ の発現を誘導、あるいはこれを活
性化することにより TSLP 産生を抑制している可能性が考えられた。そこで、
PPARβ/δ の発現、及び活性化に対するニコチンの作用を検討した。その結果、ニコ
チンで刺激した場合、PPARβ/δ の mRNA は 2 時間後にわずかに増加した (Fig. 19a) 
ものの、PPARβ/δ の target gene である ANGPTL4 ならびに PLIN2 はいずれもニコ
チンでは誘導されなかった (Fig. 19b)。なお、PPARβ/δ のアゴニストである
GW501516 ではこれらの target gene を顕著に誘導することを確認した。 
 
Figure 19. The effects of nicotine on expression of PPARβ/δ and on its 
activation. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) or GW501516 (GW, 2 
μM) for the indicated times, the mRNA expression levels of PPARβ/δ (a) and its 
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target genes (b) were determined using qRT-PCR. Data are shown as the mean ± 
S.E.M. of four samples. Significance: *p < 0.05; **p < 0.01 vs. vehicle. 
 
5-6-3. ニコチンによる TSLP 産生抑制作用への PPARα の影響 
TPA 刺激により誘発されるマウス耳介炎症反応ならびに IL-1β や TNF-α の産生
は、PPARα のアゴニストにより抑制され、PPARα 欠損マウスではこれらの効果が
無くなることが報告されている(39)ことから、ニコチンも PPARα を介して抑制作用
を示す可能性がある。そこで、PPARα の産生誘導とその target gene の発現に対す
るニコチンの作用を検討した。ニコチンで 4 時間刺激したところ、PPARα の
mRNA 発現は僅かに増加したが (Fig. 20a)、PPARα target gene である cpt1b およ
び cpt2 の mRNA 発現は認められなかった (Fig. 20b)。これらの結果から、ニコチ
ンの PPARβ/δ ならびに PPARα の活性化作用はきわめて弱いものであることが示唆
された。 
 
Figure 20. Effects of nicotine on the expression of PPARα and its target genes. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) for the indicated times, 
the mRNA expression levels of PPARα (a) and its target genes (b) were determined 
using qRT-PCR. Data are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. 
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5-7. ニコチンによる TSLP 産生抑制に対する histone deacetylases の関与 
5-7-1. ニコチンによる TSLP 産生抑制への HDAC グラス I, II の影響 
これまでの結果より、ニコチンの TSLP 産生抑制に AMPK の活性化が関与するこ
とと、PPARβ/δ のアゴニストと相加的な作用を示すことが明らかになったが、これ
らの 2 つの経路により histone decarboxylase (HDAC) の活性が増加することが報告
されている。また HDAC は、p65 の脱アセチル化を促進し、TSLP の転写活性を低
下することも報告されている。そこで、TSLP 産生が HDAC により制御されている
かを明らかにするために、二種類の HDAC 阻害薬 (HDACi) を用いて検討した。
HDAC class I,II の阻害剤である Trichostatin A (TSA) は、TPA による TSLP を更に
増加させたが、HDAC class I だけを阻害する Apicidin (Api)は顕著な作用を示さなか
った。どちらの HDAC 阻害薬存在下においても、ニコチンは TSLP 産生を有意に抑
制した (Fig. 21)。 
 
Figure 21. Effects of the inhibitors of HDAC on TPA-induced TSLP production 
and the inhibitory effect of nicotine 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) in the presence or 
absence of Trichostatin A (TSA, 10 nM) (closed columns) or Apicidin (Api, 100 nM) 
(hatched columns), then stimulated with TPA (30 nM). TSLP protein levels were 
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determined after 24 h incubation. Data are shown as the mean ± S.E.M. of four 
samples. Significance: **p < 0.01. 
5-7-2. Sirtuin 1 の発現へのニコチンの影響 
次に HDAC class III である Sirtuin1 (Sirt1)の誘導に対するニコチンの作用を検討
した。PAM212 細胞における Sirt1 mRNA の発現量は非常に低く、ニコチン単独で
刺激した場合でも、顕著な増加は認められなかった (Fig. 22a)。ニコチン存在下で
TPA を加えた場合にも Sirt1 の発現の有意な増加は認められなかった (Fig. 22b)。 
 
 
Figure 22. Effect of nicotine and TPA on Sirt1 mRNA level. 
PAM212 cells were treated with nicotine (NT, 200 μM) in the absence (a) or 
presence of TPA (30 nM) (b) for indicated time. Sirt1 mRNA were determined by 
qRT-PCR. Data are shown as the mean ± S.E.M. of four samples. 
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5-7-3. TPA による p65 のアセチル化へのニコチンの影響 
Sirt1 により NF-κB の p65 サブユニットの K310 残基が脱アセチル化される
と、NF-κB の転写活性が低下することが知られている (40)。そこで、ニコチンの
p65 のアセチル化レベルに与える影響を western blot により解析した。TPA 刺激し
た 10 分後、p65 のアセチル化レベルが上昇し、2 時間まで続いた (Fig. 23a)。しか
し、ニコチンの添加によっては、Ac-p65 の減少は認められなかった (Fig. 23b)。こ
れらの結果から、ニコチンは HDAC の活性化阻害、あるいは Sirt1 の誘導により
TSLP 産生を阻害している可能性は小さいことが示唆された。 
 
 
Figure 23. Effect of nicotine on p65 deacetylation at K310 residue. 
PAM212 cells were treated with nicotine (200 μM) (b) in the presence or 
absence of TPA (30 nM) (b). Acetylation of p65 and β-actin levels were determined 
at the indicated times by western blot. 
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6. 考察 
従来、タバコの煙は室内環境中にある有害化学物質として知られており、肺が
んだけでなく、呼吸器系の炎症性疾患である慢性閉塞性肺疾患 (COPD)や気管支喘
息などの重大な増悪化因子であると考えられている。近年、タバコ煙は気道での
TSLP 産生を誘導することが明らかになり、単に炎症を誘発するだけでなく、免疫応
答にも影響を及ぼしてアレルギー反応を増強する可能性も示唆された。しかし、こ
れまでタバコ煙の呼吸器系以外でのアレルギー反応に対する作用は明確ではない
(13,14,41,42)。AD に対しては、一部の研究ではタバコの煙は無関係であるという結
果 (43,44) や、全く逆に、タバコの煙に曝されると、むしろアレルゲンに対する感
作のリスクが低下するという報告もある (15,16)。タバコの煙が免疫抑制作用を有す
る可能性も指摘されている (45)。これらの考えは病院や Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC)によるデータからも支持されている。 さらに、禁煙
や分煙は十年間以上行われ、喫煙者は著しく低下し、喫煙マナーも定着してきてい
るわりには、アレルギー疾患が増えてきたことから、喫煙は少なくともアレルギー
疾患の増悪因子であるとはいえないと考えられるようになってきている(The 
National Asthma Campaign, American Academy of Allergy, Asthma and Immunology, 
Jim Pirkle MD, PhD,. CDC's Environmental Laboratory)；(平成 26 年 JT 全国喫煙者
率調査)。このように相反する結果が得られている理由の１つとして、タバコ煙には
多種多様な成分が含まれていることが考えられる。タバコ煙に免疫抑制、抗アレル
ギー作用がある成分が含まれるのであれば、それを同定し、その作用機構を明らか
にすることは、アレルギー疾患の増加をくい止めるために重要であると考えられ
る。 
AD の特徴として、アレルゲンに対して Th2 型優位の免疫応答が誘導され、抗
原特異的 IgE の産生や病変部への好酸球の浸潤が知られている。またその発症、な
らびに増悪化には上皮細胞のバリア機能や産生するサイトカインが大きく関与して
いる。特に上皮細胞が主たる産生細胞である TSLP は Th2 型の免疫応答の誘導に大
きく関与する (46-50)。上皮細胞は体外表面に位置する細胞であり、タバコの煙の作
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用を受けやすい。これまで、タバコ煙の水溶液 (CSE)は肺や気道の上皮組織で
TSLP 産生を誘導することが報告されている (51,52)。一方、タバコ煙は汗に溶解
し、皮膚上皮組織にも作用すると考えられるが、皮膚上皮組織での TSLP 産生に対
する作用は未だ明らかでない。そこで、本研究は CSE またその主成分であるニコチ
ンの皮膚上皮組織ならびにその上皮細胞であるケラチノサイトの TSLP 産生に対す
る作用に着目した。 
ケラチノサイト細胞株を用いた in vitro の実験系、ならびにマウスの耳介塗布モ
デルを用いた in vivo の実験系のいずれにおいても、CSE には TSLP 産生活性は認
められなかった。対照的に、外因性物質 TPA で起こす炎症条件下において CSE は
TSLP 産生を抑制することを見いだした。調製した CSE (10％) と同程度の濃度のニ
コチン (200 μM) (董 修士論文) も濃度依存的に TSLP 産生を抑制することが明らか
になり、この作用は CSE の主な活性成分であるニコチンに起因していると考えられ
た (Fig. 2; Fig. 4). 。ニコチンは、TPA 刺激による上皮細胞からの TSLP 産生を抑制
しただけでなく、内因性の TNF-α で誘導された TSLP 産生に対しても抑制効果を示
した (Fig. 3a)。また、すでにニコチンがマクロファージ、樹状細胞や内皮細胞の炎
症性サイトカイン産生を抑制するという報告と一致して(38)、マウスマクロファー
ジ細胞株 RAW264 における LPS による炎症性サイトカイン TNF-α の発現も抑制す
ることを確認した (Fig. 3b)。これらの結果から、ニコチンは炎症性サイトカインの
産生を抑制するとともに、TSLP の産生を抑制して、アレルギーの発症を抑制する作
用を持つ可能性が示唆された。気道においてはタバコ煙は TSLP の産生を増加させ
たが、その相違はバリア機能の相違にあると考えられる。すなわち、PM2.5 はタバ
コの煙に含有している直径 2.5 nm 以下の粒子で、これらの粒子は容易に気道の深部
に到達し、肺胞上皮細胞や肺胞マクロファージを活性化する。一方、皮膚は多くの
層にわたる角質層により構成され、粒子成分の侵入を防いでいる。それゆえに、通
常状態の皮膚に CSE を塗布する場合には、粒子の浸透が皮膚のバリア機能により阻
害されたために TSLP の産生が誘導されなかったと考えられる。逆にニコチンは角
質層を通過して、上皮細胞に作用するために、TSLP 産生抑制作用を検出することが
できたといえる。 
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最近の研究でニコチンによる炎症性サイトカイン産生抑制作用は、α7 nAChR
または α4β2 nAChR の活性化によるものであることが示されている (26,27)。本研
究において、PAM212 細胞及び BALB/c マウスにおけるニコチンによる TSLP の産
生抑制作用は α7 nAChR の阻害薬である MLA 及び α-BTX で打ち消された (Fig. 5a, 
b; Fig. 6)。この効果は阻害作用には β サブユニットの存在が必要であると考えられ
る MCL では認められなかったこと (Fig. 5d)、α7 nAChR 選択性アゴニストである
PNU もニコチン同様に TPA による TSLP を抑制したことから (Fig. 5d)、ニコチン
による TSLP 産生の阻害には主として α7 nAChR が関与していることが示唆され
た。 
ニコチンの TSLP 産生抑制作用の主な機序として、TSLP の転写阻害が示唆され
た。第一に、ニコチンは TPA による TSLP mRNA レベルの上昇を抑制したが (Fig. 
7)、TSLP mRNA の安定性にはほとんど影響を及ぼさなかった (Fig. 8)。マクロファ
ージにおいてニコチンは α7 nAChR を介して TNF-α 産生を抑制するが、その機序と
して、JAK2-STAT3 シグナル (28) を介し、mRNA の 3’側非翻訳領域に結合し、サ
イトカインをコードする mRNA をより速く分解させる作用を持つ TTP の発現を誘
導することが示されている (29)。しかし、PAM212 細胞を用いた本実験系では、
STAT3 阻害薬である NSC の添加はニコチンによる TSLP の抑制を打ち消さず、む
しろ TPA による TSLP の産生を濃度依存的に抑制したこと (Fig. 9a)、ニコチンは
STAT3 下流遺伝子である TTP 及び BRF-1 の発現誘導しないことから (Fig. 9b)、
TSLP mRNA の分解系の促進は主たる作用ではないと考えられた。 
第２にニコチンは転写因子 NF-κB の活性化を抑制することが明らかになった。
TSLP 転写の制御に NF-κB と MAPK の一つ ERK1/2 が大きな役割を果たすことが既
に報告されている (10,11)。NF-κB p65 は通常細胞質に存在するが、刺激により核内
に移行して転写活性を発現する。ERK はリン酸化され活性化に応じて、c-fos が誘導
され、c-jun とへテロダイマーである転写因子 AP-1 レベルの増加が誘導されている
のではないかと考えられている (53)。p65 の核内移行と ERK のリン酸化の活性化を
調べたところ、TPA で誘導された NF-κB p65 の核内移行はニコチンの前処置により
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部分的に阻害されたが (Fig. 10a)、ERK1/2 のリン酸化は抑制されなかった (Fig. 
10b)。これらのことから、ニコチンの TSLP の転写を抑制の作用機序の少なくとも
一部は NF-κB の阻害であることが示唆された。 
ニコチンによる NF-κB 活性化抑制の作用機序は、すでに様々な研究がされてい
る。しかしその多くはマクロファージやリンパ球などの炎症・免疫系の細胞を用い
ており、上皮細胞における機序についての報告は少ない。そこで、本実験では
PAM212 細胞における TSLP 産生抑制機序について詳細に検討した。ニコチンは α7 
nAChR を介して、PI3K および AMPK を活性化し、これらが NF-κB を抑制すること
が示されている (23,30,31)。本研究では、α7 nAChR - PI3K - AMPK 経路が TSLP 産
生抑制ならびに NF-κB 活性化抑制に関与していることを示唆した。まず PI3K の関
与については、wort と LY294002 の 2 種類の PI3K 阻害剤がニコチンの TSLP 抑制
作用を打ち消したこと (Fig. 12a, b)、およびニコチンは PI3K の下流にある Akt のリ
ン酸化を誘導することを明らかにした (Fig. 12c)。さらに、AMPK 経路の関与につ
いては、AMPK の阻害剤である com. C によりニコチンの作用が濃度依存的に打ち消
されたこと (Fig. 13a)、ニコチンが AMPK のリン酸化を誘導すること (Fig. 14)、な
らびに AMPK の活性化剤である Metf がニコチンと同様に TPA による TSLP を抑制
したことを明らかにした (Fig. 13b)。com. C 単独では TPA による TSLP 産生を増加
させる傾向も示されたが、これは生細胞において生理的に生じている細胞エネルギ
ー代謝において生じた AMP により活性化されている AMPK が TSLP 産生に対して
抑制的に作用していると考えられる。また、ニコチンによる AMPK のリン酸化は
AMPK 阻害薬だけでなく α7 nAChR 阻害薬、および、PI3K 阻害剤でも抑制された
ことから、AMPK の活性化は α7 nAChR を介した PI3K の活性化が必要であること
が示唆された (Fig. 15)。さらに、NF-κB p65 の核内移行を阻害する IκBα の TPA 刺
激による分解はニコチンにより抑制され、この抑制作用は、α7 nAChR、PI3K、 
AMPK,の各阻害剤により打ち消された (Fig. 17)。これらの結果はまた、ニコチンの
よる TSLP 産生抑制の主たる機序は α7 nAChR - PI3K - AMPK 経路を介した IκBα の
リン酸化阻害作用であることを示唆している。 
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さらに、IκBα のリン酸化阻害作用以外の機序についても解析した。上皮におい
て、PPARs family は炎症を制御することはよく知られているため、その中に
PPARβ/δ は上皮に多く発現 (54,55)、PPARβ/δ アゴニストは AMPK を活性化し、
HDAC クラス III である Sirt 1 の産生を増加させる。Sirt 1 は、さらに NF-κB p65 サ
ブユニットのアセチル化を低下させることにより TSLP の発現の抑制に寄与するこ
とが報告された (32)。また、ニコチンは α7 nAChR - PI3K の経路を介し、PPARβ/δ
産生及び Sirt1 の発現を誘導することも報告されている (33,34)。さらには、TPA に
よる炎症に対して、PPARα は IκBα を誘導することにより、炎症性サイトカインの
産生を抑制することが示唆された (39,56)。しかし、本研究において、PAM212 細胞
における TSLP 産生抑制作用機序としては、以下の結果から、これらの PPARs の関
与は小さいものと考えられた。PPARβ/δ 活性化剤である GW はニコチンと同様に
TSLP 産生を抑制するとともに、ニコチンと相加的な作用を示したこと (Fig. 18a)、
逆に、PPARβ/δ 阻害剤である GSK はニコチンの抑制作用を打ち消したことから 
(Fig. 18b)、ニコチンは PPARβ/δ 活性を誘導していることが予想された。しかしニ
コチンは PPARβ/δ が制御する遺伝子の発現を誘導しなかったことから、この可能性
は低いと考えられる (Fig. 19b)。GSK は PPARγ を活性化と抑制する両面の作用を
持つため (57)、その作用機序については更に検討が必要である。一方で、ニコチン
で 2 時間刺激した場合には、PPARβ/δ 及び PPARα の発現は僅かに増加したことか
ら (Fig. 19a; Fig. 20a)、GW との共刺激は TSLP 産生に対して相加的な作用を示す
可能性が考えられる。 
また、ニコチンが NF-κB p65 の脱アセチル化を誘導して TSLP 産生を抑制する
可能性も小さいと考えられた。NF-κB p65 の転写活性は上述のように脱アセチル化
により低下する。すなわち、HDAC 3 (HDAC クラス I) により K221 が脱アセチル化
された場合、また Sirt1 により K310 が脱アセチル化された場合、κB 領域への結合
と転写活性が低下することが示されている (58)。しかし、HDAC クラス I の阻害剤
である Api は TSLP 産生を顕著に増加させたが、HDAC クラス I、II を阻害剤する
TSA は作用を示さなかった (Fig. 21)。また、Api 、TSA の存在によらず、ニコチン
は抑制作用を示したことから、HDAC クラス I、II はニコチンによる TSLP 産生抑制
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作用に寄与していないと考えられる。なお、2 種の HDAC 阻害薬の作用の相違につ
いては、HDAC 3 に対し、TSA の濃度は不十分、また、p65 の別な領域 (K221 
and/or K218) が脱アセチル化されると IκB による失活が低下することも寄与するの
ではないかなどが考えられる (59)。 
以上の結果を纏めると、上皮細胞において、ニコチンは α7 nAChR-PI3K-AMPK
の経路を介し、IκBα のリン酸化を抑制することで、NF-κB の活性化を抑制し、
TSLP 産生を抑制することが示唆された (Fig. 24)。その分子機序としては、AMPK
が IκB kinase beta (IKK-β) の活性を低下するか、またその上流にある transforming 
growth factor β-activated kinase 1 (TAK1)、TAK1-binding proteins 1–3 (TAB1–3)、
NF-κB essential modulator (NEMO), A20 と cylindromatosis tumor suppressor 
protein (CYLD)などの脱ユビキチン化酵素に寄与する可能性があり、今後さらに詳細
に検討する必要がある。 
Figure 24. Putative mechanisms of the inhibition of TSLP production by 
nicotine 
本研究において、ニコチンは上皮細胞が産生する TSLP の産生を抑制すること
を明らかにした。TSLP 産生抑制は DCs 分化に影響を及ぼし、Th2 型免疫反応の誘
導を減弱させることから、ニコチンがアレルギー反応の発症、増悪化を抑制する一
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つの機序であると考えられる。一方で、タバコ煙の PM2.5 中に LPS や黄色ブドウ
球菌が多く存在し (60,61)、ニコチンによるサイトカイン、抗微生物ペプチド (62)
などの防御性因子の産生が抑制されることは、皮膚表面での細菌感染が増悪化する
リスクが高まる。また、AD 患者の病変部は皮膚バリア機能が低下しており、そのよ
うな場合には、煙中の微粒子成分が組織に浸透し、炎症の増悪化に寄与する可能性
がある。したがって、タバコ煙中のニコチンにはアレルギーならびに炎症を抑制す
る作用があっても、タバコ煙としてはアレルギー・炎症を増悪化する可能性があ
る。このようなことから、本研究は喫煙をアレルギー予防のために推奨するもので
はない。局所投与により習慣性の獲得のリスクを低減したニコチンの活用、あるい
はニコチンと類似の作用機構を持つ医薬品の開発がアレルギーの低減に有効である
と考えられる。 
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